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En este estudio se describe un sencillo método
molecular mediante PCR que permite la detección
de las bacterias presentes durante el proceso de
vinificación que potencialmente pueden producir
aminas biógenas (histamina, tiramina, putrescina,
cadaverina y feniletilamina). El método consiste en
un conjunto de oligonucleótidos específicos para la
detección de cada uno de los genes que codifican
las enzimas encargadas de la síntesis de aminas
biógenas. Las aminas biógenas se sintetizan por la
acción de aminoácido descarboxilasas que
convierten los aminoácidos en las correspondientes
aminas. De esta manera el método detecta las
bacterias que posean histidina, tirosina, ornitina
y/o lisina descarboxilasas, y que hacen de las
bacterias potenciales productores de histamina,
tiramina/feniletilamina, putrescina y/o cadaverina,
respectivamente. 
Introducción 
Las aminas biógenas son compuestos orgánicos de
bajo peso molecular producidos mayoritariamente
por la descarboxilación de ciertos aminoácidos por
acción bacteriana. Aunque algunas de ellas juegan
un importante papel en diversas funciones
fisiológicas, sin embargo, cuando se consumen en
altas cantidades pueden producir problemas
toxicológicos en el organismo (Shalaby, 1996). 
La histamina y la tiramina son las aminas biógenas
más estudiadas debido a sus efectos toxicológicos.
La presencia de inhibidores de las enzimas
monoamina-oxidasa (MAO) y diamina-oxidasa
(DAO) o la presencia de otras aminas biógenas,
como las diaminas putrescina y cadaverina, pueden
potenciar la toxicidad de ambas (Taylor, 1986).
Además, la putrescina y la cadaverina son
potenciales precursores de nitrosaminas
carcinogénicas (Shalaby, 1996). 
Las aminas biógenas están presentes en numerosos
alimentos como pescado, carnes, vino, cerveza,
verduras y frutas. En los alimentos fermentados, la
presencia de estos compuestos se debe a la actividad
descarboxilasa de las bacterias lácticas que se
utilizan como cultivos iniciadores y a la acción de
algunas bacterias alterantes, por lo que su presencia
puede ser un indicador de alteración microbiana. 
En la industria vitivinícola es esencial la detección
temprana de bacterias productoras de aminas
biógenas para así evitar el riesgo de formación de las
mismas y, por tanto, de alteraciones en la salud
debidas al consumo de vinos que contengan altos
niveles de estos compuestos. Numerosas bacterias
pertenecientes a un amplio número de géneros,
incluyendo las bacterias lácticas, son capaces de
producir aminas biógenas. Se ha descrito que la
capacidad de formación de aminas biógenas parece
ser cepa-dependiente más que especie-específica
(Marcobal y cols., 2004b). 
Las bacterias son capaces de producir aminas
biógenas debido a la presencia de enzimas que
descarboxilan los correspondientes aminoácidos
precursores. Se ha descrito que estas aminoácido
descarboxilasas son enzimas inducibles que se
producen como respuesta adaptativa a la presencia
en el medio de los aminoácidos precursores
(Marcobal y cols., 2006d). 
La detección de bacterias productoras de aminas
biógenas mediante métodos de cultivo
convencionales es a menudo tediosa y poco
reproducible. Se ha descrito que, en ocasiones, las
bacterias lácticas pierden la capacidad para
producir aminas biógenas tras ser almacenadas
durante largos periodos de tiempo o tras cultivarse
en medios sintéticos. Por ello, una alternativa
interesante a las técnicas convencionales la
constituye los métodos moleculares, ya que son
rápidos y reproducibles. Debido a que las aminas
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PCR durante el proceso de vinificación
biógenas se forman por la descarboxilación de su
aminoácido precursor, por la acción enzimática de
una aminoácido descarboxilasa, es posible el
desarrollo de métodos moleculares de detección
basados a su vez en la detección de los genes que
codifican esas enzimas descarboxilasas. 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es
una técnica rápida, sensible y específica para
detectar la presencia de determinados genes, por
ello se ha desarrollado un método de detección
basado en esta técnica para la detección de las
bacterias presentes durante el proceso de
vinificación que potencialmente pueden producir
las siguientes aminas biógenas: histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina y feniletilamina. 
Material y métodos 
Cepas bacterianas
Para desarrollar este método se han utilizado cepas
de bacterias control adquiridas a colecciones
nacionales e internacionales de cepas tipo (CECT,
ATCC o DSMZ) o bacterias lácticas aisladas en el
Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC) a
partir de muestras de mostos y de vinos. 
Oligonucleótidos para PCR
Con objeto de diseñar oligonucleótidos específicos
para amplificar los genes que codifican las
aminoácido descarboxilasas
bacterianas responsables de la
síntesis de aminas biógenas, se
realizaron alineamientos de las
proteínas que presentan estas
actividades. Los alineamientos
de las proteínas que presentan
actividad histidina
descarboxilasa se agruparon en
dos grupos bien diferenciados:
las proteínas presentes en
bacterias Gram-positivas y las
que aparecen en bacterias Gram-
negativas. 
Tal como se muestra en la tabla
1 se han diseñado
oligonucleótidos para la
detección de ambos tipos de
histidina-descarboxilasas. Los
oligonucleótidos HIS1-F e
HIS1-R, que amplifican un
fragmento de 372 pb de las histidina
descarboxilasas presentes en bacterias Gram-
positivas (como son las bacterias lácticas, por
ejemplo, Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii,
etc.) y los oligonucleótidos HIS2-F e HIS2-R que
amplifican un fragmento de 531 pb de las
histidinas descarboxilasas de bacterias Gram-
negativas alterantes (como son las bacterias acéticas
y las enterobacterias). 
Se diseñaron los oligonucleótidos TDC-F y TDC-
R, específicos para detectar tirosina descarboxilasas
responsables de la síntesis de tiramina y de
feniletilamina. Las proteínas con actividad tirosina
descarboxilasa sólo se han descrito en bacterias
Gram-positivas, como por ejemplo en Lactobacillus
brevis. Los oligonucleótidos diseñados amplifican
un fragmento de 825 pb del gen de la tirosina
descarboxilasa. 
Las ornitina descarboxilasas bacterianas
responsables de la síntesis de putrescina también se
pueden organizar en dos grupos. Uno de estos
grupos se puede amplificar mediante los
oligonucleótidos PUT1-F y PUT1-R, y están
presenten en bacterias lácticas y en enterobacterias.
El segundo grupo incluye a proteínas descritas sólo
en Pseudomonas sp., las cuales se pueden
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amplificar mediante los oligonucleótidos PUT2F y
PUT2-R (tabla 1). 
Respecto a la producción de cadaverina, de nuevo,
las proteínas con actividad descarboxilante de lisina
se pueden organizar en dos grupos. El primer
grupo de estas proteínas se encuentra en bacterias
Gram-negativas y se puede amplificar mediante los
oligonucleótidos CAD1-F y CAD1-R. Por otro
lado, las lisina descarboxilasas de bacterias Gram-
positivas, entre ellas las bacterias lácticas, son
amplificables mediante los oligonucleótidos
CAD2-R y CAD2-F (tabla 1). 
Extracción de DNA y reacción de PCR
El DNA cromosómico de las bacterias productoras
se extrajo siguiendo protocolos previamente
descritos. La reacción de PCR se llevó a cabo
utilizando los oligonucleótidos descritos en la tabla
1 y en las condiciones descritas previamente (De las
Rivas y cols., 2006). 
Resultados 
Se han descrito oligonucleótidos específicos para la
detección de los genes bacterianos que codifican
enzimas aminoácido descarboxilasas. Estos
oligonucleótidos están basados en zonas de
aminoácidos conservados en todas las proteínas y
por ello permiten la detección de los genes que las
codifican en distintas bacterias. 
Además, se han desarrollado métodos de PCR y de
PCR múltiple para la detección simultánea de
varios genes que codifican varias enzimas
aminoácido descarboxilasas. En el laboratorio se
han desarrollado varios métodos de PCR múltiple
para la detección simultánea de bacterias lácticas
productoras de histamina, tiramina y putrescina
(De las Rivas y cols., 2005, 2006; Landete y cols.,
2007; Marcobal y cols., 2005, 2006c). El grupo
también ha patentado un método de detección,
mediante PCR, de bacterias productoras de
histamina, tiramina, putrescina y cadaverina
(patente española número 2004002314) (Muñoz y
cols., 2004). 
Puesto que existen dos grupos diferentes de
enzimas responsables de la biosíntesis de histamina
en bacterias, se han descrito dos parejas de
oligonucleótidos capaces de amplificar dichos genes
(figura 1, A). Con estos oligonucelótidos se pueden
amplificar tanto bacterias lácticas productoras de
aminas biógenas, como pueden ser Oenococcus oeni
y Lactobacillus hilgardii, así como bacterias
alterantes Gram-negativas (como son las bacterias
acéticas) en el caso de que fuesen capaces de
producir histamina. La utilización de este método
ha permitido la descripción por primera vez de
genes de histidina descarboxilasas bacterianas (De
las Rivas y cols., 2008a). 
También este método es capaz de detectar las
bacterias productoras de tiramia. Hasta el
momento sólo se han descrito bacterias Gram-
positivas productoras de tiramina, por lo que en el
método sólo se ha incluido una única pareja de
oligonucleótidos para amplificar dichos genes
(figura 1, B). La utilización de este método ha
permitido identificar bacterias productoras de
aminas de las cuales se admitía de manera general
que no eran productoras (Marcobal y cols., 2004a).
El grupo también ha descrito que la tirosina
descarboxilasa de muchas bacterias lácticas es capaz
de descarboxilar también el aminoácido
fenilalanina, originando también otra amina
biógena, la feniletilamina (Marcobal y cols.,
2006b). 
Putrescina es la amina biógena mayoritaria en
vinos. El grupo ha realizado el primer aislamiento
de una cepa de Oenococcus oeni productora de
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Figura 1. Reacciones de PCR que muestran la amplificación de
un fragmento de DNA correspondiente a genes que codifican las
proteínas responsables de la síntesis de histamina (A) y de tirami-
na y feniletilamina (B). (A) Muestra la amplificación de un frag-
mento de histidina descarboxilasa de bacterias Gram-positivas
(con oligonucleótidos HIS1-F + HIS1-R) y de bacterias Gram-
negativas (con HIS2-F + HIS2-R); los fragmentos amplificados
son de 372 ó 531 pb, respectivamente. (B) Muestra la amplifica-
ción de un fragmento de 825 pb de tirosina descarboxilasas bac-
terianas. En la figura también se muestra el marcador de tamaño
molecular, lambda EcoRI + HindIII (M) o de 50-pb (m). 
putrescina. Mediante la utilización de una versión
inicial del método descrito en este trabajo se ha
conseguido identificar el gen productor, así como
caracterizar la proteína (Marcobal y cols., 2004b,
2006a). Tal como muestra la figura 2, este método
permite la identificación de la presencia de los dos
grupos de genes responsables de la síntesis de
putrescina en bacterias (figura 2, C). La aplicación
de una versión inicial de este método también ha
servido para identificar otras bacterias productoras
de y caracterizar los genes correspondientes (De las
Rivas y cols., 2007a, 2007b, 2008b). 
Por último, otra amina biógena importante desde
el punto de vista tóxico para el consumidor es la
cadaverina. Este método representa la primera
descripción de un método molecular para la
detección de bacterias productoras de cadaverina.
El método descrito permite la identificación de los
genes responsables de la biosíntesis de cadaverina
(figura 2, D) en bacterias (Landeta y cols., 2007). 
Puesto que durante un proceso de vinificación
pueden encontrarse diferentes bacterias
productoras de varias aminas biógenas, el método
descrito permite la detección simultánea de todos
los genes implicados puesto que los fragmentos
amplificados pueden ser fácilmente diferenciados
por su tamaño (figura 3). 
El grupo dispone de una larga tradición en el
estudio de la producción de aminas biógenas por
bacterias, tanto en vinos como en otros alimentos,
con un especial énfasis en el desarrollo de métodos
de detección (De las Rivas y cols., 2005, 2006;
García-Moruno y cols., 2005; Landete y cols.,
2007; Marcobal y cols., 2006c, 2007; Muñoz y
cols., 2004). Esta amplia experiencia se recoge en
30 artículos científicos publicados en revistas
internacionales de alto prestigio, incluidas algunas
de ellas en las referencias citadas en este trabajo. 
El reconocimiento de esta experiencia ha dado
lugar a la invitación por la prestigiosa editorial
científica internacional Elsevier para crear una
página web sobre este tema
(http://topics.scirus.com/Bacterial_biogenic_amin
e_production.html). 
Conclusiones 
La sociedad actual está cada día más preocupada
por temas relacionados con la seguridad
alimentaría. La formación de aminas biógenas es
un tema importante por su toxicidad. En este
estudio se descubre un método molecular que
permite la detección específica de un elevado
número de bacterias que producen las aminas
biógenas mayoritarias (histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina y feniletilamina). 
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Figura 2. Reacciones de PCR que muestran la amplificación de
un fragmento de DNA correspondiente a genes que codifican las
proteínas responsables de la síntesis de putrescina (C) y cadaveri-
na (D). (C) Muestra la amplificación de un fragmento de cada
uno de los dos grupos de ornitina descarboxilasa bacterianas, frag-
mentos de 1440 ó 624 pb. (D) Muestra la amplificación de un
fragmento de lisina descarboxilasas de bacterias Gram-negativas
(con oligonucleótidos CAD1-F + CAD1-R) y de bacterias Gram-
positivas (con CAD2-R + CAD2-F); los fragmentos amplificados
son de 1098 ó 1185 pb, respectivamente. En la figura también se
muestra el marcador de tamaño molecular, lambda EcoRI +
HindIII (M).
Figura 3. Detección mediante PCR de bacterias productoras de
histamina, tiramina/feniletilamina, putrescina y cadaverina.
Detección de bacterias Gram-positivas productoras de histamina
(372 pb, linea 1), de bacterias Gram-negativas productoras de his-
tamina (531 pb, línea 2), de un grupo de bacterias productoras de
putrescina (624 pb, línea 3), de bacterias productoras de tirami-
na/feniletilamina (825 pb, línea 4), de bacterias Gram-negativas
productoras de putrescina (1098 pb, línea 5), de bacterias Gram-
positivas productoras de putrescina (1185 pb, línea 6) y del segun-
do grupo de bacterias productoras de cadaverina (1440 pb, línea
7). En el lado derecho se señala el tamaño de los fragmentos de
DNA obtenidos.
Este método está basado en el diseño de
oligonucleótidos que detectan los genes de las
enzimas aminoácido descarboxilasas implicadas en
la biosínteis de estas aminas. Este método de PCR
representa una herramienta de detección muy útil,
rápida y fiable de la capacidad para producir
aminas biógenas que poseen las bacterias presentes
durante el proceso de vinificación. La aplicación de
este método permitirá conocer la presencia de estas
bacterias antes de que se produzca la síntesis de las
aminas y, por lo tanto, disponer del tiempo
necesario para llevar a cabo las correspondientes
medidas correctoras. 
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